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Schlaflose Fruchtfliegen durch SLEEPLESS-Verlust**
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” Du kannst schlafen, wenn du tot bist!“ — so lautet eine an
Universitdten und in der Popkultur beliebte Redewendung.
Doch die physiologische Notwendigkeit von Schlaf ist unbe-
streitbar. Wir verbringen ungeféhr ein Drittel unseres Lebens
mit Schlafen, und jeder kennt sicher die Konsequenzen von
Schlafmangel aus erster Hand wie schlechtere Wahrnehmung,
verminderte Konzentrationsfahigkeit sowie geschwichte
Gesundheit und mangelhaftes Wohlbefinden.!'¥ Die Not-
wendigkeit von Schlaf ist nahezu allen Tierarten gemeinsam.
Obwohl die Schlafmechanismen von einfachen zu hoheren
Organismen immer komplexer werden, so scheinen die Ho-
moostase des Schlafs, die Schlafregulation im zirkadianen
Rhythmus und die grundlegenden Funktionen des Schlafs
vollstdndig konserviert zu sein. Daher eignen sich einfache
Organismen wie die Fruchtfliege Drosophila melanogaster,*!
der Zebrabirbling Danio rerio® und der Fadenwurm Cae-
norhabditis elegans”’ zur Untersuchung der Gesetzmifig-
keiten des Schlafes, obwohl sie sich in weniger grundlegenden
Schlafmechanismen, wie beispielsweise dem Schlaf-Wach-
Zyklus, unterscheiden.®! Daher kénnte der kiirzlich verdf-
fentlichte Beitrag von Koh et al. iiber eine Drosophila-Mu-
tante, deren Schlafbedarf durch Verlust des Proteins
SLEEPLESS verringert wird, weitreichende Auswirkungen
auf die Erforschung der Schlafhomoostase sowohl in anderen
Invertebraten als auch in Vertebraten haben.”

Um die Tragweite des sleepless-Gens (sss) und seines
Genprodukts SLEEPLESS als Signalmolekiil zu verstehen,
muss man die beiden grundlegenden Mechanismen der
Schlafregulation beachten: den Tagesrhythmus und die
Schlathomoostase. Der zirkadiane Rhythmus regelt die Ver-
kniipfung von Schlafzyklen mit der Tageszeit. Fliegen sind
wie Menschen tagaktive Tiere, die nachts schlafen. Sie zeigen
merklich verdnderte Schlafzyklen, wenn clock, ein Gen, das
fiir die molekulare Komponente ihrer inneren Uhr zusténdig
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ist, durch Mutation zerstort wird.'"" Allerdings fallen clock-
Mutanten nach 24 Stunden Schlafentzug in einen Nachhol-
schlaf, was auf eine intakte homdostatische Regulation hin-
weist. Dadurch konnte gezeigt werden, dass die Schlatho-
moostase in Fliegen unabhéngig vom zirkadianen Rhythmus
ist”) Weil diese Erkenntnis fiir das Schlafverhalten vieler
Vertebraten gilt, belebte sie die Untersuchung von Genen der
inneren Uhr. Diese Gene waren in Drosophila und Siduge-
tieren iiberraschend stark homolog.'"*? Seit der ersten Ver-
offentlichung iiber den Schlaf von Fruchtfliegen aus dem Jahr
2000 wurden die Genetik und die molekularen Prinzipien des
Schlafs anhand dieser Insekten ausfiihrlich studiert.[**! Nicht
nur das leicht manipulierbare Genom und das schlichte Ner-
vensystem, auch die den héheren Sdugetieren dhnliche Re-
aktion auf Schlafentzug und psychotrope Verbindungen (z.B.
Koffein, Amphetamine, Modafinil) machen Fruchtfliegen zu
idealen Forschungsobjekten.”!

Nach der erfolgreichen Analyse des Tagesrhythmus durch
genetische Studien wurden die genetischen Grundlagen des
Schlafs mit dhnlichen Methoden erforscht. Die Rolle von
Kaliumkanilen bei Schlafvorgingen in Mzusen™ und Men-
schen war bereits bekannt, bevor Cirelli und Mitarbeiter
vor kurzem die genetische Grundlage fiir einen Kurzschlaf-
Phénotyp in Fliegen entschliisselten, indem sie 9000 mutierte
Fliegenlinien durch zufillige Mutation mit Ethylmethansul-
fonat (EMS) erzeugten.™” Die minisleep(mns)-Fliegen tragen
eine Punktmutation des Shaker-Gens, die einen Aminosiu-
reaustausch in der a-Untereinheit des spannungsgesteuerten
Kaliumkanals verursacht. Diese Mutation fiihrt dazu, dass
Fruchtfliegen einen Schlafmangel eher durch kurze Schlaf-
perioden als durch ausgedehnten Tiefschlaf kompensieren.
Die Uberreaktion von Fruchtfliegen des mns-Phinotyps auf
die Storung des Schlafs, die ihre Fahigkeit zur Wiederauf-
nahme des Schlafzustands einschriankt, verkiirzte aulerdem
ihre Lebensdauer. Interessanterweise werden analoge
Schlafstorungen beim Menschen der Fehlfunktion von Kali-
umkanilen zugeschrieben,'® aber die Verkniipfung zwischen
der beeintrachtigten Kanalfunktion und der verdnderten
Schlathoméostase muss fiir beide Organismen noch aufge-
kliart werden. Dies unterscheidet die unklare Rolle des Kali-
umkanals in der Schlathomoostase von der offensichtlicheren
Rolle in zirkadianen Prozessen. Das Zusammenspiel einer
synchronisierten oder zusammenhingenden Offnung von
Kalium- und Calciumkanélen, Schwankungen bei Proteinen
der inneren Uhr und elektrische Signale von Schrittmacher-
neuronen fithren zu einem periodischen Schlafrhythmus in
Fliegen und Siugetieren,['0-1113:17.18]
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Die Erkenntnis, dass der Austausch einer Aminosiure des
konservierten Kaliumkanals solch eine messbare Fehlfunkti-
on der Schlathomoostase hervorrufen kann, hat zu der Hy-
pothese gefiihrt, dass die Funktion der Kaliumkanile direkt
mit einem noch nicht identifizierten schlafinduzierenden Si-
gnal korreliert ist.'”) Um die Beziehung zwischen der Erreg-
barkeit von Neuronen und der Regulation der Schlafho-
moostase zu untersuchen, haben Koh und Mitarbeiter in ei-
nem groBangelegten genetischen Screening die Phénotypen
von ca. 3500 mutierten Drosophila-Linien mit einer Trans-
posoninsertion charakterisiert. Der Vorteil solcher grofan-
gelegter Screenings ist, dass sie durch die Eliminierung von
Vorhersagen beziiglich des Phinotyps einer bestimmten
Mutante ungerichtet sind, dafiir geht man aber ein hohes
Risiko ein, da das Auftreten des erwiinschten Phinotyps
statistisch und daher zufillig ist. Koh und Mitarbeiter waren
erfolgreich: Sie entdeckten eine Drosophila-Mutantenlinie,
deren Mitglieder eine Schlafreduktion von ca. 83% gegen-
iiber einer Kontrollpopulation zeigen; bei ca. 9% der Mu-
tanten blieb der Schlaf sogar vollig aus (Abbildung 1). Diese
Mutantenlinie zeigte die stirkste Schlafreduktion, die bisher
einer Mutation eines Genes zugeschrieben werden konnte,
und die anschlieBende Charakterisierung des als sleepless
bezeichneten Gens betont dessen Rolle in grundsétzlichem
Schlafbedarf (baseline sleep) wie Schlafnachholverhalten
(rebound sleep). Der sss-Phénotyp ist rezessiv, und sss-Ho-
mozygotie ist fiir die Manifestation weniger, kiirzerer
Schlafperioden notig. Obwohl sich sss-Fliegen leicht unko-
ordiniert verhalten, zeigen sie normale Tagaktivitdt und die
Zellen, welche die innere Uhr steuern, waren nicht beein-
flusst. Die schwerwiegendste Nachteil einer sss-Mutation
liegt in der verkiirzten Lebensdauer, wie sie auch bei Shaker-
Fliegen auftritt. Insofern bestétigen die Shaker- und sss-Phé-
notypen die essenzielle Erholungswirkung des Schlafs.

Wihrend Shaker-Fliegen durch Mutagenese bereits
identifizierter Shaker-Gene erzeugt wurden, war das sss-Gen
(Gen CG33472 im Drosophila-Genomprojekt) vor diesen
Studien nicht charakterisiert worden. Der hier beschriebene,
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als sss*' bezeichnete Phénotyp zeichnet sich durch die Inser-
tion eines DNA-Transposons namens P-Element in den of-
fenen Leserahmen des Gens aus, wodurch die Expression des
SSS-Proteins unterbrochen wurde. Zusitzlich zur sss*-Mu-
tante wurde eine zweite Mutante (sss**) durch Insertion eines
Transposons (f01257) in den 3’-untranslatierten Bereich (3'-
UTR) des letzten codierenden Exons erzeugt. Um die Effekte
dieser Mutationen auf die Schlafhomdostase zu eruieren,
wurden sss*'-, sss¥>- und sssP2F!-Mutanten in der Nacht me-
chanisch stimuliert, und anschlieBend wurde der Wiederein-
tritt in den Schlafzustand bestimmt. Alle Mutanten zeigten
wenig bis keinen Wiedereintritt in den Schlafzyklus — ein
Indikator fiir eine gestorte Schlathomdoostase. Fiir einen
aussagekriftigen Vergleich der Reaktion verschiedener Mu-
tanten auf Schlafentzug wird ein dhnliches Schlafmuster aller
Subjekte benotigt. Zufilligerweise ist der grundséatzliche
Schlafbedarf homozygoter sss*>-Fliegen unverindert im Ver-
gleich zu einer Kontrollpopulation. Die transheterozygoten
sssP?Pl.Mutanten zeigten 30% weniger Schlaf. Diese Zu-
sammenhinge zwischen dem Genotyp und Schlafphénotyp
belegen, dass die homoostatische Schlafregulation an das sss-
Gen gekoppelt ist. Weiterhin wiesen die Autoren nach, dass
die Menge an tédglichem Schlaf jeder Mutante direkt mit der
Menge an SSS-Protein in Fliegenkopflysaten korreliert ist.
Interessanterweise variiert die Menge dieses extrazelluldren,
GPI-verankerten Membranproteins des Gehirns weder im
Lauf des Tagesrhythmus noch bei Schlafentzug.

Die Aufkldrung solcher Mechanismen konnte zur Ent-
wicklung neuer Ansidtze fithren, um die Schlafqualitidt zu
verbessern, doch die Ubertragbarkeit dieser Studien auf
Menschen wird noch kontrovers diskutiert. Besonders die
Bedeutung der sss-Mutation fiir den zirkadianen Rhythmus
und die Schlafhomdostase wird durch das Fehlen eines SSS-
Homologs in Vertebraten verhindert. Das sss-Gen unter-
scheidet sich hierin vom Shaker-Gen der Fruchtfliegen, fiir
das im Sdugetiergenom gleich mehrere Gegenstiicke existie-
ren. Die Veroffentlichung der Beziehung zwischen Shaker-
Mutanten und Fruchtfliegen mit phidnotypischem Kurzschlaf

= um ca. 80% reduzierter Schlafbedarf

+ kaum oder kein Nachholschlaf *

» SSS-Protein nicht nachweisbar

= Konzentration des Sh-Proteins deutlich gesenkt

= normaler Schlafbedarf
« kaum oder kein Nachholschlaf
« Konzentration des SSS-Proteins méRig reduziert

* um ca. 30% reduzierter Schlafbedarf
= kaum oder kein Nachholschlaf
» Konzentration des SSS-Proteins deutlich gesenkt

* reduzierter Schlafbedarf
« Konzentration des SSS-Proteins deutlich gesenkt
» starke Verminderung des Sh-abhiéngigen K*-Stroms

Abbildung 1. Phinotypen und genetische Analysen der sss-Mutanten. *: Die Beurteilung des Ausmafles an Nachholschlaf ist schwierig, da dem
sss”’-Phianotyp mit reduziertem Schlafbedarf nur eine begrenzte Menge an Schlaf entzogen werden kann. Sh = Shaker.
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haben die Untersuchung des murinen Kcna2-Gens angeregt,
das fiir Kv1.2, die a-Untereinheit eines Shaker-artigen span-
nungsgesteuerten K*-Kanals, codiert.’” Kv1.2 steuert die
Erregbarkeit von Neuronen und beeinflusst den Nicht-REM-
Schlaf (REM = rapid eye movement). Wie Shaker- und
Hyperkinetic-Fliegen zeigen Kcna2-Mausjungtier-Nullmu-
tanten keine Anzeichen von unterbrochenem Schlaf oder
Hyperaktivitit.””! Wihrend die Ergebnisse der Shaker-Stu-
dien zu entsprechenden Studien an der Kvl-Familie (einem
Sdugetierhomolog) gefiihrt haben, ist eine vergleichbare Er-
weiterung der Ergebnisse von Untersuchungen mit dem
sleepless-Gen weniger offensichtlich. Unabhdngig davon hat
die Studie von Koh und Mitarbeitern entscheidend dazu
beigetragen, die Auswirkung der Erregbarkeit von Neuronen
auf den Schlaf aufzukldren. Das sss-Gen scheint maf3geblich
an der Genexpression von Shaker-Kanilen beteiligt zu sein,
da sich sss-Mutationen negativ auf die Konzentration dieser
Proteine auswirken. Koh und Mitarbeiter vermuten, dass
SLEEPLESS nicht nur durch seine Shaker-Kaliumkanalak-
tivitdt die Membranerregbarkeit beeinflusst, sondern auch als
Signalmolekiil das Schlafbediirfnis und die Schlaftiefe dyna-
misch steuert.

Die hier beschriebene Charakterisierung des sleepless-
Gens hat beispielhaft gezeigt, wie ein groBangelegtes Scree-
ning von Drosophila-Schlatmutanten nach schlafrelevanten
Genen wesentliche Einblicke in die zelluldren Vorgénge der
Schlathomgostase geben kann.
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